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SAMENVATTING 
Dit proefschrift beschrijft een onderzoek naar de oorzaken van de 
eosinofìlie, die door toediening van protaminesulfaat ontstaat. Allereerst 
wordt een overzicht gegeven van de bestaande literatuur betreffende de 
eosinofiele grandocyt er - eosinofuie en eosinopenie. In 
hoofdstuk 2 zijn de meth die bij het onderzoek werden 





Wat onze eigen expenmenten betrefr, werd in de eerste plaats aan- 
getoond, dat 8 mgr intraperitoneaal toegediend protaminesulfaat per 
100 gr lichaamsgewicht de eosinopenie, welke ontstaat bij gehypofysecto- 
meerde ratten, die ACTH ontvingen, verhinderde. Bij nadere analyse 
bleek, dat de toediening van protarknesulfaat tot een verhoging van het 
aantal circulerende eosinofiele granulocyten aanleiding gaf. Aangezien deze 
verhoging eveneens ontstond bij gehypofysectomeerde ratten, die wel 
protaminesulfaat maar geen ACTH ontvingen, werd geconcludeerd, dat 
de verhoging van het aantal circulerende eosinofiele granulocyten buiten 
de hypofyse en ACTH om verliep. Ook bijnierextirpatie verhinderde deze 
verhoging van het aantal circulerende eosinofiele granulocyten niet. Dit 
betekende, dat de beïnvloeding van het aantal circulerende eosinofiele 
granulocyten door protaminesulfaat, buiten het hypofyse-bijniersysteem 
om, plaatsvond. 
Vervolgens werd aangetoond, dat de verhoging van het aantal cir- 
- - 
culerende eosinofiele granulocyten eveneens bij intacte ratten ontstaat en 
dat de eosinofiele granulocyt de enige witte bloedcel is, waarvan het aantal 
in de bloedbaan significant toeneemt. De eosinof&e, die dus na toediening 
van protaminesulfäat ontstaat, is 4 uur na de injectie maximaal. Deze 
toevallig gevonden invloed van protaminesulfaat op het aantal eosinofiele 
granulocyten in de bloedbaan is zeer markant en kan op korte termijn 
worden bestudeerd. Het leek daarom de moeite waard door middel 
van protaminesulfaattoediening het fenomeen eosinofìlie nader te onder- 
zoeken. 
Allereerst werd de eventuele samenhang tussen de protaminesulfaat- 
eosinofilie en de in de literatuur bekende mechanismen, die eveneens 
eosinofilie veroorzaken, nagegaan. Uit de literatuur is bekend, dat pro- 
taminesulfaat geen overgevoeligheidsreacties bij proefdieren teweeg brengt. 
Er kon geen relatie worden aangetoond tussen histamine en door 
protaminesulfaat opgewekte eosinofilie, omdat behandeling met een anti- 
histaminicum de protaminesulfaat-eosinofilie niet kon opheffen. Eveneens 
werd gezocht naar een eventueel verband tussen het perifere parasym- 
pathische zenuwstelsel en de door protaminesulfaat veroorzaakte eosinofilie. 
Het bleek, dat toediening van atropine of doorsnijding van de n.n. vagi 
deze eosinofilie niet konden tegengaan. 
Daarna werd, naar aanleiding van literatuurgegevens, gezocht naar een 
mogelijke samenhang tussen het centrale zenuwstelsel en de protamine 
sulfaat-eosinofilie. Protaminesulfaat werd toegediend aan dieren, waarvan, 
met behulp van de narcotica Nembutd of ether, de activiteit van het 
centrale zenuwstelsel geremd was. Onder deze omstandigheden bleek 
behandeling met protaminesulfaat geen eosinofilie te veroorzaken. Deze 
resultaten maakten het waarschijnlijk, dat voor het ontstaan van deze 
eosinofilie een normale activiteit van het centrale zenuwstelsel vereist is. 
In tegenstelling tot de werking van de narcotica verhinderde de tran- 
quillizer chloorpromazine deze eosinofilie niet. Vervolgens werd getracht, 
door het aanbrengen van laesies in het centrale zenuwstelsel, tot een nadere 
bepahng te komen van de plaats(en) die van belang is (zijn) voor het ont- 
staan van de protaminesulfaat-eosinofilie. Uit literatuurgegevens en ook 
uit de resultaten van onze experimenten, waaruit gebleken was, dat nar- 
cotica deze eosinofilie verhinderden, volgde, dat de hypothalamus in de 
eerste plaats voor nader onderzoek in aanmerking kwam. De resultaten 
tonen aan, dat een vrij grote bilaterale laesie in het ondersteachterste deel 
van de hypothalamus, n.l. in het gebied van de corpora mamillaria, 
deze eosinofilie volkomen verhinderde. Een laesie van dezelfde grootte 
ui het voorste deel van de hypothalamus of in de eminentia mediana 
kon deze eosinofilie niet tegengaan. 
Om na te gaan of een beschadiging van het gebied van de corpora 
mamillaria eveneens een eosinofie, die door een ander agens wordt 
opgewekt, verhinderde, werd de invloed van deze laesie onderzocht op de 
door kinkhoes~accin veroorzaakte eosinofîhe. Er werd gevonden, dat 
intraperitoneale toediening van 0.67 ml kinkhoestvaccin per 100 gr 
lichaamsgewicht aan ratten 2 en 3 dagen later een eosinofïlie veroorzaakte. 
De laesie in het gebied van de corpora mamillaria verhinderde deze eosino- 
filie volkomen. Na het aanbrengen van een laesie in het voorste deel van de 
hypothalamus, kon de kinkhoestvaccin-eosinofìlie wel worden opgewekt. 
Uit deze experimenten volgde, dat het gebied van de corpora mamillaria 
in ieder geval betrokken is bij het ontstaan van deze twee vormen van 
eosinofilie. 
Of  protaminesulfaat door veranderingen perifeer, of door een directe 
invloed op het centrale zenuwstelsel, het aantal circulerende eosinofiele 
granulocyten beïnvloedde, werd nagegaan door een hoeveelheid van deze 
stof, welke intraperitoneaal toegediend geen eosinofilie veroorzaakte, 
in de derde ventrikel te brengen. Uit het feit, dat het op deze wijze toe- 
gediende protaminesulfaat een eosinofilie teweeg bracht, werd geconclu- 
deerd, dat protaminesulfaat direct op het centrale zenuwstelsel aangrijpt. 
Een ruggemergdoorsnijding tussen C,-Th, verhinderde de protamine- 
sulfaat-eosinofilie, terwijl een doorsnijdii~~ tussen Th,-Th, en Li-L2 deze 
eosinofilie niet kon tegengaan. Uit deze experimenten kan geconcludeerd 
worden, dat er zenuwverbindingen tussen de hersenen en het thoracale deel 
van het ruggemerg bestaan, welke essentieel zijn voor het ontstaan van de 
protaminesulfaat-eosinofilie. 
Volgens de literatuur bestaat er een relatie tussen het orthosympathische 
zenuwstelsel en het achterste deel van de hypothalailius. Vandaar, dat er 
een samenhang tusseii het ontstaan van zowel de protaminesulfaat-eosino- 
filie als de kinkhoestvaccin-eosinofilie en het centrale deel van het ortho- 
sympathische zenuwstelsel werd vermoed. Aangczien blokkade van het 
perifere deel van het orthosympathische zenuwstelsel de protaminesulfaat- 
eosinofilie niet kon tegengaan, lijkt een relatie tussen het ontstaan van deze 
eosinofilie en het perifere deel van het orthosyinpathische zenuwstelsel 
onwaarschijnlijk. Wel doen de experimenten met dieren, waarbij het 
ruggemerg bovcri en onder het niveau van de spinale orthosympathicus 
werd doorgesneden en de experiinenten met 'laesiedieren' veronderstellen, 
dat er een verband bestaat tussen het ontstaan vaii de protailiiiiesulfaat- 
eosinofilie en het centrale deel van het orthosympathische zenuwstelsel. 
In this thesis an bvestiganon is reportea on the causes 01 me eosinophilia 
as induced by protamine sulfate. After a survey of the literature concerning 
the eosinophilic leucocyte and the occurrence of eosinophilia and eosiio- 
penia a description of the methods used is given in chapter 2. 
Conceming our own experiments it was shown that the intraperitoneal 
injection of 8mg sulfate per 100 grams of body weight prevented 
the eosinopenia in hypophysectomized rats which normally occurs after the 
administration of ACTH. However, it appeared that the treatment with 
protamine sulfate itself already caused a marked increase in the blood 
eosinophils. Since protamine sulfate increased the number of eosinophils in 
hypophysectomized animals not treated with ACTH, it was concluded that 
the protamine sulfate-induced eosinophilia occurred independently of 
ACTH or other pituitary hormones. It further appeared that the increase in 
eosinophils was not prevented by adrenalectomy, thus demonstrating the 
indepekdence of the pituitary-adrenal axis from the occurrence of the 
protamine sulfate-eosinophilia. It was found that the increase in the number 
- - 
of eosinophils in the blood occurred als0 in intact animals and it appeared 
that the eosinophilic leucocyte was the only white blood cell which was 
affected by protamine sulfate. This eosinophilia reached its maximum effect 
4 hours aftei the injection. The occurrence-of eosinophilia within a relatively 
short period of time provided an unique opportunity to study the pheno- 
menon of eosinophilia. 
Because of the ;apid onset of the eosinophilia following the injection of 
protamine sulfate, hypersensibility was excluded as a possible cause of the 
increase in eosinophilic cells. Protamine sulfate is a histamine-releasing 
agent and with the well-known interrelation between histamine and 
hypersensibility in mind, the effect of an antihistaminic on the protamine 
sulfate-eosinophilia was studied. It appeare'd that the administration of 
antallergan prior to protamine sulfate did not prevent the eosinophilia 
caused by the latter. Subsequently, it was shown that neither the injection 
of atropine sulfate nor transection of the vagus interfered with the pro- 
tamine sulfate-induced eosinophilia. This excludes a relation between the 
peripheral parasympathetic nervous system and the occurrence of eosino- 
phlia. Subsequently, the influence of the centra1 nervous system on the 
protamine sulfate-eosinophilia was investigated. Nembutal or ether 
anesthesia completely blocked the protamine sulfate-induced increase in 
eosinophils in the blood. These results suggested that the protamine sulfate- 
eosinophilia is under the control of the centra1 nervous system. In contrast, 
chlorpromazine failed to prevent this eosinophlia. 
In the next experiments it was tried to localize brain area(s) involved in 
the protamine sulfate-eosinophlia. T h s  was done by plating electrolytic 
lesions by nieans of a stereotaxic instrument. According to the literature, 
the hypothalamus is presuniably involved in the regulation of eosinophlic 
cells. Hence, lesions were placed iii t h s  part of the brain. The results 
revealed that bilateral lesions in the posterior part of the hypothalamus 
completely prevented the protamine sulfate-eosinophilia, whereas silililar 
lesions iil the inedian eiilinence or in the anterior region of the hypo- 
thalamus failed to prevent the rise in the nuiiiber of eosinophils followiiig 
protainine siilfate. 
In order to study the nccessity of the posterior hypothalainus for another 
type of eosinophlia, 0.67 ild of pertussis vaccine per 100 grams of body 
weight was ii~jected intraperit~neall~ int0 intact rats. This treatnicilt 
caused a sigilificant eosinophlia, whch  was present at two and three days 
following injection. When similar amounts of vaccine wcre administered 
to rats bcaring the abovemcntioned lesion in the posterior hypothalamus, 
the eosinophlia was abolished. Similar lesions in the anterior region of the 
hypothalamus did not prevent the pertussis vaccine-cosinophlia. Ac- 
cordingly, the posterior hypothalamus is essential for the occurrence of the 
protamine sulfate- and the pertussis vaccine-eosinophlia. 
To investigate whether protaniinc sulfate initiated the increase in blood 
eosinophils peripherally or by a direct action on the centra1 nervous system, 
a smal1 amount of tliis substance, whch  was unable to induce eosinophilia 
wlien admillistered intraperitoneally, was injected into the third vcntricle. 
Since the iiltraventricular administration of protamine sulfate caused a 
significant eosinophlia, it was concluded that protamine sulfate acted 
directly on the central nervous systenl. Spinal cord transectioii between 
C,-Th, appeared to prevent the protamine sulfate-eosinophlia, whereas 
spinal cord transection between Tb-Th, and L,-L, did not interfere 
with the increase in eosinophils, following protamine sulfate. Froni these 
experinients it was concluded, that nerve fibres between the brain 
and the spinal cord are necessary for tlie protamine sulfate-induced 
eosinophilia. 
According to the literature the posterior hypothalamus and the sym- 
pathetic system are intimately related. It was supposed therefore that the 
- - 
centra1 sympathetic system was involved in the occurrence of the pro- 
taniine sulfate- and pertussis vaccine-eosinophilia. Because bloclung of the 
- 
peripheral part of the sympathetic system using the adrenergic bloclung 
agent dibenzyline or the autonomic blocking agent hexamethonium 
chloride did not prevent ths  eosinophlia, it is not likely that the peripheral 
sympathetic system is of importance for the occurrence of the protamine 
sulfate-eosinophlia. The results of the experiments in whch the spinal 
cord was transected as wel1 as the findings with the animals bearing a lesion 
in the posterior hypothalamus provide evidence in favour of the existence 
of a relation between the centra1 sympathetic nervous system and the 
. - 
protamine sulfate-induced eosinophilia. 
